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ス突然変異によって生じる変異型 CRBN（CRBN R419X）は、C末端において Nミリス
トイル化を受けると推定される部位を一部欠失し、またカゼインキナーゼ II によりリ
ン酸化されると推定される部位を欠失する 1（図 1-1）。しかし CRBNの C末端の欠失に
よって起こる精神遅滞の発症メカニズムは明らかにされていない。 







バリアントについて、ラット CRBNでは 412アミノ酸の shorter splicing variantと 445ア





























は細胞のエネルギー恒常性の調節に関わる AMP 活性化プロテインキナーゼ α1 サブユ
ニット（AMPKα1）と結合し、AMPKα1のリン酸化を負に制御することが知られている
12,13。また AMPKα1 も CRBN によりユビキチン化されることが示唆されている 14。こ
のようにユビキチンプロテアソームシステムの様々な局面において CRBN は機能を果
たしている。また、マウス CRBNのプロモーターには、酸化ストレス防御遺伝子群の発






また、CRBN の脳内での遺伝子発現の分布、及びこれまでに作製された CRBN ノッ
クアウトマウスにおける表現型について述べる。CRBNのマウス脳内における遺伝子発
現は、胎生期では高くないが、成体期で最大に達することが示されている 16。さらに、
























































図 1-1 先行研究において報告されてきた CRBNのドメイン 














第 2章 実験方法 
2-1 細胞培養 
ヒト子宮頸部類上皮がん由来細胞株である HeLa 細胞及びヒト神経芽細胞腫
SH-SY5Y細胞を用いた。細胞培養には、FBS（Fetal bovine serum, 10 %）（Thermo Fisher 
Scientific, San Jose, CA）とペニシリン-ストレプトマイシン溶液(1%)を含む D-MEM (low 
Glucose)（Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Wako, Osaka）を使用した。 
 
2-2 抗体 
 免疫組織化学の一次抗体には、マウスモノクローナル Anti-HA 抗体（HA.11 Clone 
16B12 Monoclonal Antibody；Covance, Berkeley, CA）、Anti-CRBN抗体（Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO）、Anti-Ikaros抗体（ABD16, Merck Millipore, Bedford, MA）、ラビットポリク
ローナル Anti-Halo抗体（Anti-HaloTag® pAb；Promega, Madison, WI）、二次抗体には、
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-mouse IgG（Life Technologies, Gaithersburg, MD）、Alexa Fluor® 





















ヒドで 20分間固定した。0.5 % Triton X-100/PBSによる膜透過処理後、10 % Bovine Serum 
Albumin（BSA）でブロッキングを行い、3 % BSA/PBS中で一次抗体反応、二次抗体反
応を行った。サンプルの封入には、Fluorescent mounting medium（Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, CA, USA）核の染色には、DAPI（Vector Laboratories）を用いた。封入した





coefficincy（MOC）を利用し 36,37、MOC の計算には CoLocalizer Express Software
（CoLocalization Research Software, Tokyo, Japan）を用いた 38。 
 





2-7 変異型 CRBN発現プラスミドの作製 










5 x 106 個の細胞に対し、Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics Ltd, 
Mannheim, Germany)を含む RIPA Buffer（50 mM, Tris-HCl (pH8.0), 150 mM sodium chloride, 
0.5 w/v% sodium deoxycholate, 0.1 w/v% sodium dodecyl sulfate, 1.0 w/v% NP-40 substitute）
（Wako）250 μLを加え、細胞溶解液を回収した。その後、超音波処理によりゲノム DNA
を破砕した後、遠心（21,500 x g, 5分, 4℃）し、上清をタンパク抽出液とした。 
 
2-9 SDS-PAGE及びウェスタンブロット（Western Blot：WB） 
 タンパク抽出液と試料用緩衝液 (2ME-)(×2)（0.25 M Tris-HCl, 0.02 w/v% BPB, 8 w/v% 
SDS, 40 w/v% Glycerol, pH6.8）（Wako）を等量混合し、2-メルカプトエタノールを終濃
度 1%で添加した。これを加熱処理（95 ℃,1 分）し、SDS-PAGE 用サンプルとした。
SDS-PAGE によって泳動分離後、ゲルを PVDF（polyvinylidene difluoride）膜（Merck 
Millipore）に転写し、5 %スキムミルク（Wako）/TBS-T（137 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 25 








Protein G Mag Sepharose（GE Healthcare, Waukesha, WI）を 5 μl、PBSにて洗浄後、2-8






Ikaros の結合するコアモチーフ配列 GGGAA を含む Ikaros 結合オリゴヌクレオチド
（IKBS：TCAGCTTTTGGGAATCTCCTGTCA）39,40を、ホタルルシフェラーゼを発現す
る pGL4.10[luc2] vector (Promega)のプロモーター領域に 2-7と同様のプロトコールで組










（Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA）を同時に導入した。トランスフェクションから
48時間後、G418（Wako）を終濃度 600 μg/μLにて添加し、以後 G418を含む新しい培






本実験には 6 ウェルプレートに播種した HeLa 細胞または神経芽細胞腫 SH-SY5Y細
胞を用いた。トランスフェクション後、Luciferase Assay System（Promega）を用いて、
キットのプロトコルに従ってレポーターアッセイを行った。細胞を溶解後、エッペンチ
ューブに移し 10秒激しく撹拌した。その後、遠心（12,000 x g, 2分, 4℃）を行った。上








2-13 において得られた、細胞抽出液の遠心後上清を用いて、β-Galactosidase Enzyme 
Assay System（Promega）により、以下の β-galactosidaseアッセイを行った。2～3倍に希
釈した遠心後上清を 50 μLに、Assay 2X Bufferを 50 μL添加し、インキュベーション
（37℃, 15分）した。反応停止には 1M Tris-HCl（pH6.8）を用いた。その後、マイクロ
プレートリーダ （ーMicroplate Spectrophotometer, Bio-Rad Laboratories, Inc, CA）により吸
光度（λ=420 nm）を測定した。 
 
2-15 Total RNA抽出、cDNA合成 
 5 x 106個のヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を Sepasol®-RNA I Super G （Nacalai 
Tesque, Kyoto, Japan）を用いて回収した。ボルテックスで撹拌し、室温にて 5分静置し
た。クロロホルム 200 μLを添加後、室温にて 3分静置した。遠心（12,000 x g, 15分, 4℃）
後、上層（水層）を別チューブに回収した。2-プロパノール 500 μL を添加後、室温に
て 10分静置した。遠心（12,000 x g, 10分, 4℃）後、75 %エタノールにて洗浄し、沈渣
を純水 100 μLにて懸濁し total RNAとした。 
 cDNA合成には ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO）
を利用した。まず、RNAを 65℃5分にてインキュベート後、氷上で急冷することで RNA
の高次構造を変性させた。次に、DN Master Mixによりゲノム DNA除去反応（37℃, 5
17 
 
分）を行った。最後に、RT Master Mixにより逆転写反応（37℃ 15分→50℃ 5分→98℃ 
5分→4℃ Hold）をし、cDNAを得た。 
 
2-16 リアルタイム PCR 
リアルタイム PCRは THUNDERBIRD(R) SYBR(R) qPCR Mix（Toyobo, Osaka, Japan）
を用い、StepOneTMリアルタイム PCRシステム(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)
を使用した。用いたプライマーを、表 2-1に示す。PCRサイクルは、初期変性（95℃ 1
分）、PCR反応（変性 95℃ 15秒, 伸長 60℃ 30秒）、とし、融解曲線分析を行った。 
 
2-17 クロマチン免疫沈降法（Chromatin-immunoprecipitation assay：ChIP assay） 
クロマチン免疫沈降法は過去の文献を参考にして行った 41,42。まず、5 x 106 個の
SH-SY5Y細胞を細胞培養培地に懸濁し、ホルムアルデヒド（終濃度 1%）による架橋反
応（15分, 37℃）を行った後、グリシン（終濃度 0.125 M）により架橋反応を停止させ
た。遠心（382 x g, 5分）により細胞回収した後、バッファーA（10 mM Hepes-KOH (pH7.8), 
10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1% NP-40）に懸濁させ、ボルテックスにより細胞膜を破壊
した。遠心（16,200 x g, 10分, 4℃）後、沈渣を Lysis buffer （1 % SDS, 10 mM EDTA, 50 
mM Tris–HCl (pH 8.0)）に懸濁した。超音波破砕（on 10秒, off 50秒のサイクルで 5回）




（Pierce, Rockford, IL）によりタンパク濃度を測定し、タンパク 150-200 μgをその後の
免疫沈降反応に用いた。 
ChIP Dilution Bufferを用い、タンパク濃度 0.3 μg/μLに希釈した。Pre-blocked 正常 IgG
コンジュゲートMagビーズを 10 μL添加し、振盪撹拌を行った（1時間, 4℃）。上清を
新しい 1.5 mLチューブに移し、以下の ChIP反応に使用した。 
1.5 μgの特異的抗体または正常 IgG抗体による抗原抗体反応を 4℃で一晩行った後、
20 μLのMagビーズを添加し、振盪撹拌を行った（3時間, 4℃）。上清を回収し、Low salt 
wash buffer、High salt wash buffer、LiCl wash buffer、TE bufferの順に洗浄した。最後に、
磁気ビーズに Elution bufferを添加し、振盪させながら DNAを溶出した（20分, 45℃）。
NaCl溶液（終濃度 0.2 M）による脱架橋（最低 12時間, 65℃）を行った。 
脱架橋後、上清を、RNase A（終濃度 0.15M, 30分, 37 ℃）、Proteinase K（終濃度 0.1 M、
60 分, 65 ℃）により処理し、以下の核酸抽出に用いた。フェノール/クロロホルム/イソ
アミルアルコール（Phenol/ Chloroform/ Isoamyl Alcohol：PCI）を等量加え、撹拌した。
遠心（16,200 x g, 5分）後、上層を分取した。1/10量 3 M NaOAcとグリコーゲンを添加
し、撹拌した。-80℃にて 15分静置、続けて 37℃にて 10分静置後、遠心した（16,200 x 
g, 15分, 10℃）。70 ％エタノールにて洗浄後、風乾し、純水に溶解させた。リアルタイ







った（n=3~5）。また 3 群間の有意差の検定には一元配置分散分析（one-way ANOVA）
を行った後、Tukeyの多重比較検定を行った（n=3~5）。* は p<0.05、**は p<0.01、***





表 2-1 リアルタイム PCRによる遺伝子発現量の定量において 
用いたプライマー 
       
 
遺伝子 鎖 配列     
 
 
Human PENK F GCCGACATCAACTTCCTGGCT 
 
 
Human PENK R GCTCTGGTTTGGACAGCTGC 
 
 
Human HES1 F GAAAGATAGCTCGCGGCATT 
 
 
Human HES1 R TACTTCCCCAGCACACTTGG 
 
 
Human GAPDH F GACCCCTTCATTGACCTCAA 
 
 
Human GAPDH R TTGACGGTGCCATGGAATT 
 
       
        
表 2-2 クロマチン免疫沈降後のプロモーター領域の増幅において 
用いたプライマー 
       
 
遺伝子 鎖 配列     
 
 
Human PENK F CAGCTTCGGGGCTAATCCG 
 
 
Human PENK R CGCGCTGCATGTCCCATTAT 
 
 
Human HES1 F CTGTGGGAAAGAAAGTTTGGGA 
 
 
Human HES1 R CGGATCCTGTGTGATCCCT 
 








第 3章 結果 
 





















はじめに、野生型 CRBN 発現プラスミドを HeLa 細胞にトランスフェクションし、
CRBNの細胞内局在を解析した。以下、過去の文献と同じように 43–46、CRBNが細胞質
に比べ核に多く偏って局在している細胞を（C<N）と表し、CRBNが細胞質と核の両方
に同程度に分布している細胞を（C=N）と表す。野生型 CRBNの約 75 %は核と細胞質
の両方に偏って蓄積することなく分布（C=N）した。約 16 %は核に偏って局在（C<N）
した。約 2%は斑点状（punctate） の細胞内分布を示した。約 7%は核小体に強く局在し
た（図 3-1）。また、内在性 CRBN の細胞内分布も調べるため、ラットポリクローナル
抗 CRBN抗体を用いて免疫組織化学的に調べた。その結果、内在性 CRBN も核、核小
体、細胞質に広く分布していることが分かった(図 3-2、補足データ図 3-22)。 
そこで、CRBNは核と細胞質を行き来（シャトリング）するという仮説を立てた。一
般的な核と細胞質間でのタンパク輸送は、CRM1（exportin 1）依存性の核外輸送及び
importin α/β介在性の核内輸送によって起こる（図 3-3）。CRBNを発現させた HeLa細胞











た 一 般 的 な NES は 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る ロ イ シ ン を 豊 富 に 含 む
L-X(1-3)-L-X(2,3)-L-X-Lをコンセンサス配列（L：ロイシン、X：任意のアミノ酸）とす
る（図 3-5）49,50。CRBNのアミノ酸配列内に NLS及び NESが存在するかどうか検討す
るために、NLS予測ソフト NLSmapper51 や NES予測ソフト NESmapper52等を使用して
アミノ酸から検索した。その結果、CRBNには NLSが存在せず、NES候補配列が 2つ
（NES1, NES2）存在することが分かった（図 3-6）。そこで、これら NES候補配列を欠








ドを作製し（図 3-7）、その細胞内局在を解析した（図 3-8）その結果、ΔLZ は野生型
24 
 




の N末 1-119番目を欠失した ΔNでは、核局在する細胞が有意に減少することが分かっ
た（図 3-8, * p<0.05）。このことから、CRBNの核局在に必要なドメインがアミノ酸 1-119
番目に存在することが示唆された。一方、CRBNの N末には NLS様配列は存在しなか
った（図 3-6）。このことから、CRBN はその N 末を介して他のタンパクと相互作用す
ることで核に局在する可能性が考えられた。 
また、CRBN は Cullin-RING 型 E3 ユビキチンリガーゼ(CRL4CRBN)を構成するにあた
って DNA damage-binding protein 1（DDB1）を結合アダプターとしている。しかし、DDB1
結合ドメイン（186-261番目）を欠失している ΔMid（図 3-7）は、その細胞内局在は野






















図 3-2 内在性 CRBNの細胞内分布 
HeLa細胞を固定後、免疫組織化学的解析を行った。一次抗体には Anti-CRBN 抗体
（HPA045910, Sigma-Aldrich）を用いた。その結果、内在性 CRBNは核および細胞質全





















図 3-4 核外移行阻害剤 Leptomycin B及び核内移行阻害剤 Importazoleの CRBNの細胞
内局在に対する影響 
（A）CRM1介在性の核外輸送を阻害する Leptomycin B（LMB、終濃度 10 nM、6時間）
で細胞を処理すると、CRBNは核内に蓄積した。一方で、importin介在性の核内輸送を




（n=5, ***p<0.001, one-way ANOVA with Tukey post-test）。図中のスケールバーは 20 μm




































図 3-7 本研究にて作製された欠失変異型 CRBN 
野生型 CRBNをWTで示す。N末端 1-119番目を欠損した CRBNを ΔNと表す。DDB1
結合ドメイン（186-261番目）を欠損した CRBNを ΔMidで表す。核外移行シグナル候
補（NES1、NES2）を欠損した CRBNをそれぞれ、ΔNES1、ΔNES2で表す。ロイシン







図 3-8 変異型 CRBNの細胞内分布 
図 3-6で示した変異型 CRBNの細胞内分布を示す。核と細胞質に均一に CRBNが局在
した細胞の割合を C=Nで表す。細胞質に比べて CRBNが核に多く蓄積した細胞の割合
を C<Nで表す。野生型 CRBN（WT）では、C=Nは約 80％、C<Nは約 20％となった。
ΔMid、ΔNES1はWTと比べて変化は無かった。ΔNでは、C=Nは約 90％、C<Nは約
10％となった。ΔNES2では、C=Nは 70％、C<Nは 30％となった。ΔLZでは、C=Nは
75％、C<Nは 25％であった。ΔNは、野生型 CRBNに比べて C=Nとなる細胞が有意に
増加していた（n=4, * p<0.05, one-way ANOVA with Tukey post-test）。一方で、ΔNES2で
は、野生型 CRBNに比べて C<Nとなる細胞が増加する傾向があった。本図は文献 53
番の Figure 2Aより転載した 53。  
33 
 
3-2 Cereblonと Ikarosの相互作用の解析 
3-2-1 序 
3-1において、CRBNの N末に NLS様配列は存在しなかったため、CRBNは N末端
を介して他のタンパクと相互作用することで核に局在する可能性が考えられた。そこで、


















れる 36–38。免疫組織化学的解析の結果、CRBNと Ikarosは HeLa細胞及び SH-SY5Y細胞
において核及び細胞質において共局在する割合が高いことが分かった（図 3-9A、R=0.89 
±0.02 （HeLa 細胞）、R=0.93 ±0.03 （SH-SY5Y 細胞））。また、内在性の Ikaros は核小
体に局在しており、外因性の CRBN と内在性の Ikaros は核小体にて共局在している傾
向が見られた（図 3-9B、R=0.73 ±0.03）。 








増加した（図 3-10A, ** p<0.01）。また先行研究と同様に 22、Pdを投与した場合、共免疫
沈降される Ikarosは有意に増加していた（図 3-10A, * p<0.05）。一方で、免疫沈降に normal 
IgG を用いた場合では CRBN と Ikaros の共沈は見られなかった（図 3-10B）。このこと
から CRBNは Ikarosと特異的に結合することが分かった。 
最後に、CRBN と Ikaros の相互作用に寄与する CRBN 側のアミノ酸配列を、第 3 章
35 
 
において作製された一連の変異型 CRBN を用いて探索した（図 3-7）。その結果、N 末
端を欠落させた Δ1-119では、Ikarosが CRBNと共沈しないことが分かった（図 3-11, *** 
p<0.001）。 
以上の結果をまとめると、CRBNはサリドマイド誘導体の有無に関わらず Ikarosと相











は Ikarosと共局在することが分かった（スケールバーは 20 μmを指す）。（B）内在性の
Ikarosと外因性 CRBNの共局在を確認するため、HeLa細胞を用いた。一次抗体にはマ
ウス抗HA抗体、ラット抗 Ikaros抗体を用いて免疫組織化学的解析を行った。その結果、
内在性 Ikaros は核内で CRBNと共局在することが分かった（スケールバーは 20 μmを





























量は増加した（n=3, ** p<0.01, one-way ANOVA with Tukey post-test）Pd投与下では Pdを
投与しない場合に比べて CRBNと Ikarosの結合が増加していた（n=3, * p<0.05, one-way 
ANOVA with Tukey post-test）。本図は文献 53番の Figure 3Cより転載した 53。（B）免疫
沈降に normal IgGを用いた場合では CRBNと Ikarosの共沈は見られなかった。本図は













への結合が有意に減少していた（n=3, *** p<0.001, one-way ANOVA with Tukey post-test）。
本図は文献 53番の Figure 3Dより転載した 53。  
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pGL4-IKBS 1 μgと Ikaros 発現プラスミド 1 μgを同時にトランスフェクションした際は、


































   
 




に上昇した（*** p<0.001, one-way ANOVA with Tukey post-test）。Ikarosに加えて CRBN
を同時に発現した細胞ではそのルシフェラーゼの活性の上昇は有意に抑制された（*** 
p<0.001, one-way ANOVA with Tukey post-test）。一方で、CRBNのみを発現した細胞では、
ルシフェラーゼの活性はコントロールと比べて変化しなかった。本図は文献 53番の
Figure 4Aより転載した 53。（B）pGL4-IKBSプラスミド及び Ikaros発現プラスミドをス
テイブルトランスフェクションさせた SH-SY5Y細胞に対しレポーターアッセイを行っ
た。CRBNの発現させることでルシフェラーゼの活性は減少した（* p<0.05, one-way 











ターゲットの遺伝子発現を CRBN が調節するかどうかについて、プロエンケファリン 
(Proenkephalin (PENK))遺伝子及び Hes1 (Hairy and enhancer of split 1)遺伝子に着目して
研究を行った。 




















血球細胞株において Ikaros によって負に制御されている 59。このことから、本章では、
まず、ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞において、Ikarosによって PENK遺伝子及び Hes1
遺伝子の発現制御が行われているかどうかを調べた。同時に、CRBNによる Ikaros介在
性の転写制御の調節が行われているか否かについて調べた。さらに、クロマチン免疫沈





の結果、PENK mRNA量は有意に減少していた（図 3-17, * p<0.05）。4μgトランスフェ
クションすると、PENK mRNA量は 60%程度まで減少した（図 3-17, * p<0.05）。しかし、
CRBNの共発現により、Ikarosによる PENK mRNA発現量が 75%程度まで回復した（図
46 
 










抗 Halo 抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行い、PENK 遺伝子プロモーター上流に設
計したプライマー（表 2-2）を用いて定量 PCR による増幅を行った。この結果、Ikaros
の発現により PENK遺伝子プロモーター領域の沈降が約 13倍高く認められた（図 3-21, 
** p<0.01）。さらに、この沈降は CRBNの共発現によって 7倍程度にまで抑制された（図
















































図 3-17 SH-SY5Y細胞における Ikarosの過剰発現による下流遺伝子の発現変化 
SH-SY5Y 細胞に対し、1,2,4μg の Ikaros 発現プラスミドをトランスフェクションし、
PENK遺伝子及び Hes1遺伝子の mRNAレベルを定量 PCRにより定量した。ハウスキー
ピング遺伝子である GAPDH 遺伝子の mRNA レベルによって標準化した。その結果、
Hes1 mRNA レベルは Ikaros のトランスフェクションにより変化が無かった一方で、
PENK mRNAレベルは Ikarosのトランスフェクションによって有意に減少した（* p<0.05, 







図 3-18  Ikaros介在性 PENK遺伝子発現に対する CRBNの影響 
5 x 106個の SH-SY5Y細胞に対し、Ikaros発現プラスミドのみをトランスフェクション
した場合に比べ、CRBN発現プラスミドを同時にトランスフェクションした場合では、
PENKの発現量が一部回復した（*p<0.05, one-way ANOVA with Tukey post-test）。本図は



















図 3-20 PENK遺伝子プロモーターにおける Ikaros結合サイト 















図 3-21 クロマチン免疫沈降によるPENK遺伝子プロモーターへの Ikarosの結合能の解
析 






p<0.01, one-way ANOVA with Tukey post-test）。一方、Ikarosと CRBNを同時に発現させ
た細胞では、沈降が一部抑制されていた（* p<0.05, one-way ANOVA with Tukey post-test）。









た HeLa 細胞および SH-SY5Y細胞において、内在性タンパク質として CRBN と Ikaros
が発現しているかどうかについて生化学的解析を行った。また、CRBNと Ikarosの共局





内在性 CRBN の細胞内分布を明らかにする上で、3-1 において CRBN 抗体
（Sigma-Aldrich）を用いて内在性 CRBNの細胞内分布（図 3-2）を調べ、CRBNが核お











沈降実験により CRBNの N末端が必要であることを示した（図 3-11）。この補足実験と
して、変異型 CRBNを Ikarosと同時に HeLa細胞に発現させた際の免疫組織化学的解析
を行うとともに、共局在の効率を示す MOC を算出した。その結果、ΔN のみ、Ikaros
との共局在の効率を示すMOCが有意に低いことが分かった（* p<0.05, 図 3-24）。 
最後に、CRBNのタンパク発現量の増減による PENK遺伝子の遺伝子発現量の変動を
調べた。RNA干渉法には先行研究において構築された CRBN-shRNAプラスミドを使用
した 11。まず、SH-SY5Y 細胞において CRBN のノックダウンを行った後、ウェスタン
ブロットにより内在性 CRBNの発現が低下することを確認した（図 3-25（A））。次に、




いた（* p<0.05, 図 3-26）。このことは、CRBNが Ikarosによる PENK遺伝子発現抑制を






図 3-22 HeLa細胞における内在性 CRBNの細胞内局在 
HeLa細胞を固定後、複数の内在性 CRBN抗体を用いて免疫組織化学的解析を行い、図
3-2において示した結果（（A）,シグマ社 HPA045910）との比較を示した。用いた一次

























図 3-24 変異型 CRBNと Ikarosの局在に関する免疫組織化学的解析 
（A）HeLa細胞に対し、野生型または変異型 CRBN（WT、ΔN、ΔMid）、及び Ikarosを
発現させ、免疫組織化学的解析を行った（スケールバーは 30 μmを指す）。（B）CRBN
と Ikarosの共局在を定量化するため、それぞれManders Overlap Coeffcincy（MOC）を
算出した。その結果、WTと ΔMidに比べ、ΔNで有意にMOCが低かった（* p<0.05, 
one-way ANOVA with Tukey post-test）。この結果は、CRBNが N末端領域を介して Ikaros
と結合するという図 3-11の結果を支持する。本図は文献 53番の Supplementary Figure 2












図 3-25 CRBNノックダウンの PENK遺伝子発現制御に対する影響 
（A）SH-SY5Y細胞において CRBN-shRNAプラスミドを導入することで CRBNノック
ダウンを行った後、ウェスタンブロットにより CRBNのノックダウンを確認した。（B）













図 3-26 CRBN過剰発現の PENK遺伝子発現制御に対する影響 
SH-SY5Y細胞において CRBNの発現プラスミドを導入することで CRBNの過剰発現を
行った。細胞から total RNAを調製後、リアルタイム PCRによって mRNAの遺伝子定
量を行った。その結果、CRBNの過剰発現によって、PENK遺伝子発現は約 2.9倍有意








に結合し、CRBN の N 末端がその結合に関わっていた。さらに、CRBN は Ikaros 介在
性の転写制御を調節していた。最後に、CRBNが Ikarosの下流遺伝子である PENK遺伝
子の発現制御を調節していた。 
第 3章 3-1において、野生型及び変異型 CRBNの細胞内局在を解析した結果、レプト












告されている 77–80。実際、CRBNは複数のリン酸化候補サイトを持ち、Ser-25は in vitro























までに、サリドマイド誘導体投与下での CRBN と Ikaros の結合には Ikaros 側の結合部
位は 139-168番目のアミノ酸領域であることも報告されている 21。CRBNと Ikarosの共
結晶を作製し X線結晶構造解析等をすることでより詳細な CRBNと Ikarosの結合様式
が明らかにされると考えられる。また、3-2 における免疫組織化学的解析から、CRBN




第 3章 3-3においてレポーターアッセイによる結果から、CRBNは Ikarosの転写機能












際、第 3章 3-3で記述したように、Ikarosも SWI/SNF（SWItch/Sucrose Non-Fermentable）
クロマチンリモデリング酵素複合体に結合している場合、クロマチン構造が弛緩し下流
遺伝子の転写が亢進することが分かっている 56,87,88。一方で、Ikarosが HDAC等を含む
















機能の調節が in vivo において起きるかどうかを検討することは大きな意義を持つと考
えられる。 
エンケファリンは、大脳基底核の入力部である線条体の大部分を占める中型有棘神経





胞株 MEB5を用いた in vitroの系において、エンケファリンの結合ターゲットである δ
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